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(§) TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafur kodierende DNAs 

Ausgehend von einem gereinigten TNF -a bindenden Pro- 
tein wird die fur dieses Protein kodierende DNA 2ur Verfu- 
£ gung gestellt Dieses Protein stellt den extrazellularen Teil 
~ eines TNF-Rezeptors dar. Auf Basis der fur das TNF-binden- 
de Protein und einen TNF-Rezeptor kodierenden DNA kon- 
nen Expressionssysteme zur Herstelfung von rekombinan- 
tem TNF-bindenden Protein und TNF-Rezeptor verwendet 
werden. Rekombinantes TNF bindendes Protein kommt in 
pharmazeutischen Zubereitungen zur Behandlung von Indi- 
kattonen, bei denen eine schadigende Wirkung von TNF auf- 
tritt, zur Anwendung. 

Mit Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragmenten davon kon- 
nen z. B. Substanzen auf ihre Beeinflussung der biologischen 
Wirkung von TN F-a und/oder TN F-0 untersucht werden. 



< 

CM 
00 

on 
o 

CM 
O) 
CO 

u 
Q 



BUNDESDRUCKEREI 11.90 008 061/121 31/70 



DE 39 20 282 Al 



Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf einen TNF- Rezeptor sowie auf ein TNF bindendes Protein. 

Tumornekrosefaktor (TNF-a) wurde erstmals im Serum von Mausen und Kaninchen gefunden, die mit 
Bacillus Caimette-Guerin infiziert und denen Endotoxin injiziert worden war,und auf Grund seiner cytotoxi- 
schen und Antitumoreigenschaften erkannt (1). Er wird vor allem von aktivierten Makrophagen und Monozyten 
produziert Zahlreiche Zelltypen, die Ziele fur TNF sind, weisen Oberflachenrezeptoren mit hoher Affinitat fur 
dieses Polypeptid auf (2); es wurde angenommen, dafl Lymphotoxin (TNF-P) an denselben Rezeptor bindet (3, 4). 
TNF-a ist identisch mit einem als Cachectin bezeichneten Faktor (5), der die Lipoproteinlipase unterdruckt und 
bei chronischentzundlichen und malignen Erkrankungen zur Hypertriglyceridamie fuhrt (6, 7). TNF-a durfte an 
der Regulation des Wachstums sowie an der Differenzierung und Funktion von Zellen, die bei Entziindungen, 
Immunvorgangen und Hamatopoese eine Rolle spielen, beteiligt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophilen (8, 9) und Monocyten sowie durch 
Hemmung der RepHkation von Viren (10, 11) eine positive Wirkung ausuben. Daruber hinaus aktiviert TNF-a 
die Immunabwehr gegen Parasiten und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei Immunreaktionen, 
entztindlichen Prozessen und anderen Vorgangen im Organismus, wobei die Wirkmechanismen in vielen Fallen 
noch ungeklart sind. 

Die Verabreichung von TNF-a (12) kann jedoch auch von schadlichen Erscheinungen (13) wie Schock und 
Gewebeschadigungen begleitet sein, die durch Antikdrper gegen TNF-a aufgehoben werden kdnnen (14). Eine 
Reihe von Beobachtungen laBt auf eine Rolle von endogen freigesetztem TNF-a bei verschiedenen pathologi- 
schen Zustanden schlieBen. So scheint TNF-a ein Mediator der Kachexie zu sein, die bei chronisch-invasiven, z.B. 
parasitaren Erkrankungen auftreten kann. TNF-a scheint auch eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese des 
durch gram-negative Bakterien verursachten Schocks (Endotoxin-Schock) zu spielen; er durfte an einigen, wenn 
nicht alien Wirkungen von Li popolysacchariden beteiligt sein (18). Ebenso wurde eine Funktion von TNF bei den 
im Rahmen von entzundlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden Gewebeschadigun- 
gen sowie bei der Letalitat und Morbiditat der Graft-versus-host reaction (GVHR, Transplantat-AbstoBung (15) 
postuliert Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF im Serum und dem todlichen 
Ausgang von Meningokokkenerkrankungen berichtet (16). 

Weiters wurde beobachtet, daB die Verabreichung von TNF-a Ciber einen langeren Zeitraum einen Zustand 
von Anorexie und Auszehrung verursacht, die eine ahnliche Symptomatik aufweist wie die Kachexie, die mit 
neoplastischen und chronischen inf ektiosen Erkrankungen einhergeht (19). 

Es wurde uber eine TNF inhibierende Aktivitat eines Proteins aus dem Ham von Fieberpatienten berichtet, 
von dessen Wirkung vermutet wird, daB sie auf einen kompetitiven Mechanismus auf Rezeptorebene selbst 
(ahnlich der Wirkung des Interleukin-1 Inhibitors (17)) zuruckzufuhren ist (20). 

In der EP-A2 3 08 378 wird ein TNF inhibierendes Protein beschrieben, das aus menschlichem Ham gewonnen 
wurde. Seine Wirkung wurde im Ham gesunder und kranker Personen nachgewiesen und aufgrund der Fahig- 
keit bestimmt, die Bindung von TNF-a an seine Rezeptoren auf humanen HeLa Zellen und FS 1 1 Fibroblasten 
sowie die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf murine A9 Zellen zu inhibieren. Das Protein wurde im wesentli- 
chen zur Homogenitat gereinigt und durch seinen N-Terminus charakterisiert In dieser Paten tveroff en tlichung 
werden zwar grundsatzlich mogliche Wege dargelegt, zur fur das Protein kodierenden DN A und zum rekombi- 
nanten Protein zu gelangen; es werden jedoch keine konkreten Angaben gemacht, welcher der theoretisch 
moglichen Losungswege zum Ziel fOhrt 

In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung konnte aus Dialyseharn von Uramiepatienten ebenfalls ein 
Protein identifiziert werden, das die biologischen Wirkungen von TNF-a hemmt, indem es durch Wechselwir- 
kung mit TNF-a dessen Bindung an seinen Zelloberfiachenrezeptor verhindert (21). Von diesem Protein wurde 
auch eine Affinitat zu TNF-P festgestellt 

Die Anwesenheit dieses Proteins (im folgenden TNF- BP genannt) im konzentrierten Dialyseharn wurde durch 
(Competition mit der Bindung von radioaktiv markiertem rekombinantem TNF-a an einen Subklon von HL-60 
Zellen nachgewiesen, wobei der EinfluB von dialysiertem Ham auf die Bindung von l25 I-TNF-a an die Zellen 
gemessen wurde. Die durchgefuhrten Bindungsversuche zeigten eine dosisabhangige Hemmung der TNF-a-B- 
indung an die Zelle durch konzentrierten Dialyseham(die Moglichkeit der Interpretation, daB die beobachtete 
Verringerung der Bindung durch gegebenenfalls im Ham vorhandenen TNF-a selbst oder TNF-p, der urn die 
Bindung konkurriert, verursacht werden konnte, wurden durch den Befund, daB die Verringerung der Bindung 
durch Anwendung von TNF-a- und TNF-0-Antikdrpern nicht aufgehoben werden konnte, ausgeschlossen). 

In analoger Weise wurde in Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung nachgewiesen, daB TNF-BP auch 
Affinitat zu TNF-p aufweist, sie betragt ca. 1/50 seiner Affinitat zu TNF-a, 

Mittels Gelchromatographie auf Sephacryl 200 wtirde festgestellt, daB eine Substanz im Ham und Serum von 
Dialysepatienten sowie im Serum von gesunden Personen mit rekombinantem TNF-a einen Komplex mit einem 
Molekulargewicht von ca. 75 000 bildet 

TNF-BP wurde aus mehreren Proben Dialyseharn von Uramiepatienten durch partielle Reinigung mittels 
Druckultrafiltration, Ionenaustauschchromatographie und Gelchromatographie 62f ach angereichert 

Die erhaltenen Praparationen wurden zum Nachweis der biologischen Aktivitat von TNF-BP durch Hem- 
mung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a auf HL-60-10 Zellen verwendet Es zeigte sich eine 
dosisabhangige Wirkung von TNF-BP auf die biologische Wirkung von TNF-cl Es wurde weiters das Bindungs- 
verhalten von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-BP und ausschlieBendem Kompetitionsbindungstest unter- 
sucht Dabei wurde nachgewiesen, daB Vorbehandlung der Zellen mit TNF-BP die Bindung von TNF-a an die 
Zelle nicht beeintrachtigt Dies zeigt, daB die Wirkung von TNF-BP nicht auf seiner etwaigen Bindung an die 
Zelle und Konkurrenzierung mit TNF-a urn die Bindung an den Rezeptor beruht 
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Das im wesentlichen homogene Protein wurde in hochgereinigter Form erhalten, indem Harn von Dialysepa- 
tienten durch Ultrafiltration konzentriert, der konzentrierte Harn dialysiert und zunachst in einem ersten 
Reinigungsschritt mittels DEAE-Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wurde. Die weitere 
Anreicherung erfolgte mittels Affinitatschromatographie durch an Seph arose gebundenen TNF-a. Die Endreini- 
gung wurde mittels Reverse Phase Chromatographic (FPLC) durchgefuhrt 5 

Es konnte gezeigt werden, daB das im wesentlichen hochgereinigte Protein die zytotoxische Wirkung von 
TNF-a auf WEHI 164 KJon 13Zellen hemmt(22). 

Vom im wesentlichen hochgereinigten Protein wurde die N-terminale Aminosauresequenz aufgeklart Sie 
wurde mit Asp-Ser-Val-X-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-(Hauptsequenz) bestimmt (daneben wurde in 
Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgewiesen: Leu-(Val)-(ProHHis)-Leu-Gly-X-Arg-Glu-(Nebense- io 
quenz)). Der Vergleich der Hauptsequenz mit der N-terminalen Sequenz des in der EP-A2 3 08 378 geoffenbar- 
ten TNF inhibierenden Proteins zeigt die Identitat der beiden Proteine. 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung, angegeben in Mol- Aminosaure pro Mol Protein und in Mol 
% Aminosaure, bestimmt als M ittelwert einer 24 und 48 stundigen Hydrojyse, ermittelt: 



Mol Aminosaure/ Mol-% 
Mol Protein Aminosaure 



3 



Asp + Asn 


27,5 


103 


20 


Thr 


15,8 


63 




Ser 


20,7 


8,2 




Glu + GIn 


35,0 


13,8 




Pro 


9,5 


3,8 




Gly 


16,0 


63 


25 


Ala 


4,2 


1,7 




Cys 


323 


12,8 




Val 


10,8 


. 43 




Met 


1.1 


0,4 




lie 


7,0 


2,8 


30 


Leu 


20,2 


8,0 




Tyr 


6,1 


2,4 




Phe 


8,1 


3,2 




His 


11,1 


4,4 




Lys 


15,7 


6,2 


35 


Arg 


11,8 


4,7 




Total 


2523 


100 





Ein Gehalt an Glukosamin wurde mittels Aminosaureanalyse nachgewiesen. Die Ergebnisse eines mit Conca- 40 
navalin A und Weizenkeimlektin durchgefuhrten Affinoblots zeigten ebenfalls, daB es sich bei TNF-BP urn ein 
Glykoprotein handelt. 

Das im wesentlichen homogene Protein wurde tryptisch verdaut und von 17 der erhaltenen Spaltpeptide die 
Aminosauresequenzen bestimmt Weiters wurde der C-Terminus analysiert 

TNF-BP kommt offensichtiich die Funktion eines Regulators der TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu, die 45 
Konzentrationsanderungen von freiem, biologisch aktivem TNF-a abzupuffern. TNF-BP dflrfte auch die Aus- 
a scheidung von TNF durch die Niere beeinflussen, weil der mit TNF gebildete {Complex, dessen Molekularge- 
w wicht mittels Gelpermeationschromatographie auf Sephadex G 75 mit csu 75 000, bestimmt wurde, im Gegensatz 
zu TNF offensichtiich nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird. 

Das TNF-BP wurde aus dem Harn von Dialysepatienten als eine von drei Hauptproteinkomponenten, die 50 
Affinitat zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der TNF-Affinitatschromatographiesaule 
eluieren, nachgewiesen. Die beiden anderen Proteine binden jedoch offensichtiich in einer Weise, die die 
Bindung von TNF-a an seinen Zelloberflachenrezeptor nicht beeintrachtigt. 

Die zur biologischen Wirkung des TNF-BP erhaltenen Ergebnisse, insbesondere der Vergleich der Bindungs- 
konstante mit der fur den TNF-Rezeptor beschriebenen Bindungskonstante (23) lieferten einen ersten Hinweis 55 
dafiir, daB es sich bei diesem Protein urn den loslichen Teil eines TNF-Rezeptors handeln konnte. 

Auf Grund seiner Fahigkeit, die biologische Wirkung von TNF-a und TNF-B zu inhibieren, ist das TNF 
bindende Protein geeignet, bei Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung der TNF-Akti- 
vitat im Organismus angezeigt ist Geeignet zur Anwendung bei diesen Indikationen sind auch Derivate oder 
Fragmente des TNF bindenden Proteins mit der Fahigkeit, die biologische Wirkung von TNF zu inhibieren. 60 

TNF-BP (bzw. seine funktionellen Derivate oder aktiven Fragmente) kann zur prophylaktischen und thera- 
peutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers bei Indikationen, bei denen eine schadigende 
Wirkung von TNF-a auftritt, eingesetzt werden. Zu diesen Erkrankungen zahlen insbesondere entztindliche 
sowie infektiose und parasitare Erkrankungen oder Schockzustande, bei denen endogenes TNF-a freigesetzt 
wird, weiters Kachexie, GVHR und Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter 65 
auch pathologische Zustande zu verstehen, die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei 
hoher Dosierung, auftreten konnen, z.B. schwere Hypotension oder Stdrungen des Zentralnervensystems. 

Als Arzneimittel kommen insbesondere pharmazeutische Zubereitungen fur die parenterale Anwendung in 
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d2^w^f". in « Fonn V °c L y°P hi,isaten ««w Losungen, gegebenenfalls zusammen mit physiologisch vertragli- 
ni»L «l f " en ; W n Stabl,,satoren - Auf Grund seiner TNF bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch a s 
SSXSSI. H BeS " mmun S von ™ F "« u "d/°der TNF-0 geeignet, A ah erne der Kom^nenten in 
Rad ©immunoassays oder Enzymimmunoassays, gegebenenfalls zusammen mit Antikorpern gegen TNF 
rht n?T SC r r E * enschaften ,st dies « Protein ein pharmakologisch wertvoller Wirkstoff, der aus natiirli- 
chen Quellen n.cht .n ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar isL 

Es bestand daher das Bedurfnis. dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF zu binden! 
™£ZsZS n WCg herzustel,en ' um es ** * therapeutische Anwendung in ausreichender Men^ zu? 

) Unter der "Fahigkeit TNF zu binden» ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Eisenschaft eines 
Prote.ns zu verstehen, an TNF-a derart zu binden, daB die Bindung von TNF-a an den funkSnel en Ten de 
Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen oder tierischer ^OrgaSu?gehemmTodS 
aufgehoben w.rd. Durch d.ese Definition ist die Fahigkeit ernes Proteins, auch an andeVe ProS zJB an TNF 6 
binden und deren Wirkung inhibieren zu konnen, mit eingeschlossen rroteme, z.B. an TNF-p, 

' stSlt^^Z R rfind , Ung l ! ag di f, Aufga , be 2u ^unde, die fur TNF-BP kodierende DNA zur Verfiigung zu 
wlrVdr r S,S d ' e Herstellun g rekombinanter DNA-Molekule zu ermdglichen. mit denen Snete 

z^SzTeren 6 " ^^'^ Werden konnen " um TNF-BP bzw. funktionelle Derivate «ff J^JJSIS 

Tei^in^ TNp d {ff ' ^ Ufg t be, ]. St 1 e " ,,ng so,,,e 1 auch ^g^ltlh werden, ob es sich beim TNF-BP um den loslichen 
J I TNF-Rezeptors handelt, um ausgehend davon die Grundlage fur die Aufklarune der RezerTtor^n^^ 
zu schaffen und einen rekombinanten TNF-Rezeptor bereitzustellen A "™ a ™g der Rezeptorsequenz 

»,,7rZ v^ h ™ d K nSe,n t in ". spezifischen R^eptors mit hoher Affinitat zu TNF-a auf verschiedenen Zelltvoen 
Chit J . mehrere . n Ar ^« ru P pen ge2eigt - KQrzlich wurde erstma 's von der Isolie7ung und vorlaufi^n 

S^SSS^^tl^^r^ D ?S? BindUDg V ° n ^-aktiv^enem toK 
uurcn einen UDerscnuIS an TNF-p aufgehoben werden kann (33), wurde voreeschlaeen daB nnH tmf r 

Ligand-Rezeptorwechselwirkung emtretenden Ereignisse bestehen. 
zen D S^ p C SZe^ 

grSfierrichwie riJkeS^zSStSS Cr . u f/ eT Degeneration des genetischen Codes mitunter auf 

Kwpbo^i ■ erschwert wird diese Vorgangsweise dann. wenn von einem Protein wie 
^alTn^eseKhod^ nri,' 51, " 7' che " Geweb « « synthetisiert wird. In diesem FaS kln be? efnem 
!2E£ fnwA ^KrT^T"*"^". n ' cht m,t Bestimm «heit festgestellt werden. ob es auf die Wahl einTr 
ungee.gneten cDNA-B,bl,o«hek oder auf d.e zu geringe Spezifitat der Hybridisierungssonden zuruckzufflhren 

grofle Empfmdlichkeit der Polymerase Kettenreaktion (PCR, (26)) ausgenutzt (MirHWe 5^M«h^^ .„« 

CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 
GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG . 
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Diese DNA stellt eine von mdglichen Varianten dar, die geeignet sind, mit TNF-BP-DNAs bzw. TNF-BP- 
RNAs zu hybndisieren (solche Varianten umfassen z,B. diejenigen DNA-Molekflle, die durch PCR-Amplifika- 
tion mit Hilfe von Primem erhahen werden, deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz 
ubereinstimmt, etwa aufgrund von zu Klonierungszwecken vorgesehenen Restriktionsschnittstellen oder auf- 
grund von bei der Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeutig ermittelten Aminosauren) 

Unter TNF-BP-DNAs" bzw. TNF-BP-RNAs* sind Nukleinsauren zu verstehen, die fur TNF-BP bzw ver- 
wandte Proteme mit der Fahigkeit, TNF zu binden kodieren bzw. die fur ein solches Protein kodierende Sequenz 
entnaiten. n 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) sind auch cDNAs, abgeleitet von mRNAs, die durch alternatives 
Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs selbstX mitumfaOt Unter "alternative™ Splicing" wird die Entfer- 
nung von Introns verstanden, bei der vom gleichen mRNA-Precursor verschiedene Spliceacceptor- und/oder 
Splicedonorstellen verwendet werden. Die dabei entstehenden mRNAs unterscheiden sich voneinander durch 
das ganzliche oder teilweise Vorhandensein oder Fehlen von bestimmten Exonsequenzen, wobei es gegebenen- 
fallszueinerVerschiebungdesLeserasterskommenkann. 

Die zunachst erfindungsgemaB erhaltene, einen Teil der fur TNF-BP kodierenden Sequenz enthaltende cDN A 
™a v7 aMen d L aV ,° n) J k i"" somit als Hybridisierungssonde verwendet werden, urn aus cDNA-Bibliotheken 
cDNA-Klone, enthaltend TNF-BP-DNAs. zu erhahen. Weiters kann sie als Hybridisierungssonde far mRNA 
Praparationen eingesetzt werden, um TNF-BP-RNAs zu isolieren und daraus z.B. angereicherte cDNA-Biblio- 
Uieken herzustellen. die ein wesentlich vereinfachtes und effizienteres Screening ermeglichen. Ein weiteres 
Anwendungsgebiet ist die Isolierung der gewQnschten DNAs aus genomischen DNA-Bibliotheken mit Hilfe 
dieser DNAs als Hybndisierungssonden. 

mSiS ™? definiert u e DNA & zw £l? Va ™nten) in der Lage ist, mit DNAs (bzw. RNAs) zu hybridisieren, die 
fur TNF-BP kodieren bzw. die fflr TNF-BP kodierende Sequenz enthalten, kdnnen mit Hilfe dieser DNA als 
Sonde auch cDNAs erhalten werden, die fur Proteine kodieren, deren Prozessierung TNF-BP ergibt Unter 
Prozessierung ist die m vivo Abspaltung von Teilsequenzen zu verstehen. Dabei kann es sich N-terminal um die 
q A en t U ? I . % SS^" Und « e 8 eb enenfalls zusatzlich (falls sich die Annahme bestatigt, daB 

2r "LI h p e " T ?" e> T V^'^l^P darSteHt > C " termina > die transmembrane und zytoplasmati- 
£a r ,tl frv^ M " Hi ' fe dicSer Hybridisierungssonde ist es daher moglich, geeignete 
cDNA-Bibliotheken auf das Vorhandensein von cDNA, die die vollstandige fur einen TNF-Rezeptor kodierende 
Sequenz enthalt, zu durchsuchen (dieser Vorgang kann erforderlichenfalls in mehreren Schritten erfolgen) 

Sj^T™ WU ^u d ' e °, DNA der ° ben definierten Sequenz, die mittels PCR aus der cDNA-Bibliothek 

DurSJuch^ rr^A S r Kr a ^T Ze ' ,in,e HS913 T i in Lambda gtll >" erhalten worden ™- zum "ochmaligen 
Durchsuchen der cDNA-B.bhothek verwendet, von den hybridisierenden Klonen die Lamda-DNA prapariert, 

subkloniert und sequenziert Es wurde ein 1334 Basen langes cDNA Insert erhalten, das die fflr TNF-BP 
Kodierende DNA enthalt 

P^ln?!T dU "!. betr 5 ft ei ™ N ^' '5 odierend ftir ein Polypeptid mit der Fahigkeit, TNF zu binden, bzw. fur ein 
Polypeptid, von dem dieses TNF bindende Protein eine Teilsequenz darstellt 

Darunter sind auch solche DNAs zu verstehen, die fur Teile dieser Polypeptide kodieren. 

Die vollstandige Nukleotidsequenz des langsten erhaltenen cDNA-Inserts ist in Fig. 1 abgebildet 

Diese Nukleotidsequenz weist einen durchgehenden offenen Leserahmen auf, beginnend mit Base 213 bis 
zum Ende des 1334 bp langen cDNA Inserts. Da sich in demselben Leserahmen 4 Codons vor dem poten iellen 
Translationsstartcodon ATG (213-215) ein Stopcodon (TAG) befindet. kann davon ausgegangen werden daS 
es sich be. dem Startcodon tatsachlich um den in vivo verwendeten Translationsstart hand* It 

Der Vergleich der von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosauresequenz mit den Aminosaureseauen- 
am,notermi " alen Ende ™ TNF-BP und von tryptischen Peptiden bestimmt wSk^SSTSSt 
xSeqSenz enthait mmUng ' US * 1Soliene cDNA die f0r das authentische TNF-BP kodierende 

Vom N-Terminus ausgehend ist die erste Sequenz, die eine Ubereinstimmung mit einer tryptischen SpaltpeD- 
udsequenz zeigt, die Sequenz von Fraktion 12 (Leu-Val-Pro-_), die auch als Nebensequenz bei der AnaC S« 
cDnTs™ ^ ^ * erhalten worden war. Dieses N-.erminale Leucin entspricht der 30. Aminosaure n Zr 
cDNA Sequenz. Da der vorangehende Abschnitt von 29 Aminosauren einen stark hydrophoben Charakter 
aufwem und es sich bei TNF-BP um ein sekretiertes Protein handelt, kann gefolgent werden " dafl 5Se 29 

*nw^ 

rf™ 'w Hau P tse ^ uen2 bei der N-terminalen Analyse von TNF-BP erhaltene Aminosauresequenz entspricht 
den Ammosauren begmnend mil Asp-12 in der cDNA Sequenz. Dieser Asparaginsaurerest folgt direkt dem 
basischen Dipeptid Lys-Arg. Da nach diesem Dipeptid in vivo sehr viele Profeine proSolyt fch geSalfen 
EXa" f n2Unehmen ' daB TNFBP ' mh N - termina «^ Asp nicht direkt durch Prozessierung ernes pfec!rsor2 
be.m Sekret.on S vorgang entsteht, sondern daB vom prozessierten Protein die N-terminalen II Aminosauren zu 
einem spateren Zeitpunkt durch extrazelluiare Proteasen abgespalten werden aminosauren zu 

Das carboxy-terminale Ende von TNF-BP war mit Ile-Glu-Asn bestimmt worden (C-terminale Analyse- 
tryptisches Pept.d Fraktion 27: Aminosauren 159-172. tryptisches Peptid Fraktion 21: AminSSrS ^165- 72)' 
wobei Asn der Position 1 72 in der cDN A Sequenz entspricht. aminosauren 1 03 l /z>, 

PotentielleN-GIykosylierungsstellen der allgemeinen Formel Asn-X-SerHTir, wobei X jede beliebige Amino- 
saure auBer Prohr, sejn kann, bef inden sich an den Positionen 25 - 27 (Asn- Asn-Ser), 116 - n 8 (Asn S sir) und 
122-124 (Asn-Gly-Thr) der TNF-BP cDNA Sequenz. (DaB Asn-25 glykosyliert ist, ergibt sic^raus daB bei 
tonnte q ) Uen2,er,ing entSprechenden W™*™ Spaltpeptids an dieser Stelle A n nicht identifS werden 
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Die Analyse der Nukleotid - bzw. der davon abgeleiteten Aminosauresequenz im Zusammenhang mit den 
durchgefuhrten proteinchemischen Untersuchungen zeigt, daB es sich bei TNF-BP urn ein glykosyliertes Poly- 
pepud mit 1 72 Aminosauren, das durch proteolytische Spaltung nach der 1 1. Aminosaure in ein Glykoprotein mit 
161 Aminosauren umgewandelt wird, handelt 

Die nachfolgende Tabelle zeigt die sequenzierten tryptischen Peptide und die aus der cDNA Seauenz 
abgeleiteten korrespondierenden Aminosiurensequenzen: 



Fraktion 


Aminosauren 


12 


1- 8 




12- 19 


8 


20- 32 


14/1 


36- 48 


20 


36- 53 


11 


54- 67 


14/11 


79- 91 


26 


133-146 


5 


147-158 


27 


159-172 



(Aminosauren 66—67 waren am Peptid nicht 
korrekt bestimtnt worden) 
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Die erhaltene cDNA stellt die Voraussetzung fur die Herstellung von rekombinaniem TNF-BP dar 
uegenstand der Erfindung ist somit weiters die fttr, vorzugsweise sekretierbares, TNF-BP kodierende DNA. 
sJSS^tT" e ' nes c DNA Kons «™^« enthaltend die fttr TNF-BP kodierende Sequenz mit einer Sr ein 
^ £f a P n" kodierenden Sequenz unter Kontrolle eines geeigneten Promoters in geeignete Wirtsorganismen 

»J£l? l, #- d ^ Ve ,T vendun 8 « ines Signalpeptids im Hinblick auf die Sekretion des Proteins wird zweckmaBiger- 

rS^^SSSW ko *%^ DN V° r ^ ^ ffir As P- 12 ^ um ein einheitliches PrXt 
zu ernalten Grundsatzlich ist jedes Signalpeptid geeignet, das im entsprechenden Wirtsorganismus die Sekre- 

SrTri n S .lH fen P ? tCmS « ewahr,e l !" et - Gegebenenfalls kann die Signalsequenz auch vor dastor Uu l kodieren- 
de Tnplett gesetzt werden, wobe. m diesem Fall erforderlich sein kaiin, die durch Abspaltung des aus 11 
Aminosauren bestehenden Peptids am N-Terminus entstehende Form von TNF-BP vom S oder nicht 
voHstand.g prozessierten TNF-BP in einem zusatziichen Reinigungsschritt zu trennen. 

keSston^S f t em .^ )don "» r £ n172 - das auf 8™ d d« C-termina!en Analyse den C-Terminus darstellt. 
Kn^l^ d ^ w f ckmaB, ^ rw f' se "» Hinblick auf die Expression von TNF-BP nach dem Codon 

tur Asn 1 72 durch genchtete Mutagenese ein Translationsstopcodon eingefuhrt 

m~f r • 7 NF "!? P kod i erende DNA kann dureh Mutation, Transposition, Deletion, Addition oder Verkurzung 

fa£ h? w r V ge . M ^ d, fika« ? nen k°" ne " ^ b«tehen, eine oder mehrere der polentiellea gegebenen- 
52 a ,0 L 0g,S< ; h - e n-cht erforderlichen Glykosylierungsstellen zu verandern, indem z.B. L 

Asn-Codon durch ein fur erne andere Aminosaure kodierendes Triplett ersetzt wird. Unter BerOcksichtiguntr der 
Erhaltung der biologischen Aktivitat konnen auch Modifikationen vorgenommen werden, die ^r fSruZ 
derDisulfidbrucken(z.B.VerringeningderenAnzahl)resultieren. Anaerung 
MSll-r g ^ 0h ^ n D NA - M °L ekale »e»en somit die Voraussetzung fQr die Konstruktion rekombinanter DNA- 
F«™ v i"' d ' e . ebenf 2 ,ls G^genstand der Erfindung sind. Mit solchen rekombinanten DNA-MolekuTen in 
Form yon Express.onsvektoren, enthaltend die fOr ein Protein mit TNF-BP Aktivitat kodierende gegebenenfaHs 
» in gee.gneter We.se mod.fizierte DNA, vorzugsweise mit einer vorgeschalteten Signalsequen^ S I die Sd\l 

s;:^!S;^r Dse,u ^ k6nnen * eeignete 

Ebenso wie etwaige Modifikationen der DNA-Sequenz erfolgt die Auswahl von fur die Expression geeigneten 

« ESSSS HinW L Ck "? diC bl0, °« ische Wirk «ng d <* Proteins. TNF I btadafHSK 

!l 5 ,f eh v i £ dCr Herste,, " n 8 rekombinanter Proteine ublichen Kriterien wie Vertraglichkeit mit dem 
gewahitenVektor ProzessierungsfahigkeiUsolierung des Proteins, ExpressionscharakteristikiSicherheits- und 
Kostenaspekte ,n die Enucheidung flber den Wirtsorganismus ein. Die Wahl eines geeigneten Vektors erS 
sich aus dem fur die Transformation vorgesehenen Wirt Grundsatzlich sind alle VektSren geeigneTdie die 

€ ^SS^^ F '^!°fr! dm P N ^ ^ Modif5kation en davon) replizieren JSSSSAt 
Im Hinblick auf die biologische Aktivitat des Proteins ist bei der Expression der fQr TNF-BP kodierenden 

PnhJ I 6 " 1 A n etWa,ge " R ? CVanZ der beim na « rli ^en Protein festgestellten Kriterien Glykosynemng und 
£ a ? Cyste,nr l st ? n f0r die Bgenschaft, TNF zu binden, Rechnung zu tragen. ZweckmaBig wfrden 
wtdeu r ExpreSS '° n Eukarv °nten insbesondere geeignete Expressionssysteme hoherer EukTryonte^! ver 

h^lH^i '? r !f F ^ igkei i T NF ZU bind L ea Sind die erf in d «»»gsgemaBen rekombinanten Polypeptide geeignet, 
Snnln JTS ^ . t^en und therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen K6rpers DeHndTka 
tionen e.ngesetzt zu werden, bei denen eine schadigende Wirkung von TNF-a auf tritt 
Da beim TNF-BP auch eine TNF-p inhibierende Wirkung nachgewiesen wurde. kann es (bzw. die verwandten 
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Am„iS?fj 2 TOr 8 P mSt d r!i in « eeigne,e : P os if r »ng. gegebenenfalls in im Hinblick auf eine gesteigerte 
vemenSet w££? modlf,z ' er «^ Form, auch fur d.e Inhibierung der Wirkung von TNF-p im Organifmus 

schl w1%!2 d vl e nlMpi ing ^ n H ^T 16 " P h »^azeutische Zubereitungen, enthaltend eine die biologi- 

Sissss ssar^ija^ hemmende Menge von tnfbp ^ — — -s» 

Analvsf d'ef C Te^i^ ^ er y 4h "V' ach ^ Codon f0r Asn " 172 nicht "as Stopcodon. das aufgrund der 
Aus der Protemstruktur ergibt sich, daB die fUr das Idsliche sekretierte TNP rp S ^ n.v, a ^ 

x d «h e zr br, "' ge,, ""' ,e " en Fon " *-* w— *—« <££m£s££3££: 

T^SfMrS? ^liS" er Jj a .' tene 'J, cDNA kodi«rten Praieins in, Zosammenhang mil der Fahirt.il von 
der Abspaltung von ?NF-l5 ^ SeSde P^reL £ g ? amten k° NA » us !, egangen ' weil das ^rdernis 

eDNA nt™eit £vt£sondf k °"™" i °'"''™ *—« - cDNA.Biblio.hek m i, der v erf(i ,n ar e„ 

ermaglichen. Andererseits kdnnen mU d «en DNA, J * uf t ,arun ? s f ,n !T d ™d.mensionalen Struktur zu 
Studien iiber Mechanismer! , und Dyna™ Srto>^TSSi^LrS^T^ Ze,,, 5 tra " Sf0rmiert Werden « um 
fiber die diesbezugliche Relevanz d^^^^S^^S^^J 1 ^ ^'g^^^agung bzw. 
Der rekombinante TNF-Rezeptor(bzw Fh^SSdSffiS? ^ A ^ schn " ten dav °n zu erhahen. 

den Mechanismus der dS WF au Sl6s?en den ^ ezeptor hemmen bzw - so ' ch *. die 

cDNAhybridisLrea Bed.ngungen n.ednger Stnngenz mk der erfindungsgemaB erhaltenen 

Im einzelnen wurde die gestellte Aufgabe wie folgt gelost- 
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einem tryptischen Peptid derart ausgewahlt, daB die Komplexitat von Mischoligonukleotiden fur die Hybridisie- 
rung mit cDNA mdglichst gering ist Auf Basis dieser beiden Bereiche wurde je ein Satz Mischoligonukleotide 
hergestellt, wobei der vom N-terminal gelegenen Bereich abgeleitete entsprechen der mRNA und der vom 
tryptischen Peptid abgeleitete revers komplementar zur mRNA synthetisiert wurde. Urn das nachfolgende 
Klonieren eines mit PCR amplifizierten Segments zu erleichtern, wurde der vom tryptischen Peptid abgeleitete 
Satz von Oligonukleotiden mit einer BamHI-Restriktionsstelle verseheiL Darauf wurde Lambda-DNA aus der 
TNF-a induzierten Fibrosarkom cDNA-Bibliothek isoliert und daraus eine TNF-BP-Sequenz mittels PCR 
amplifiziert Das erhahene Fragment wurde kloniert und sequenziert; es weist 158 Nukleotide auf und enthalt 
zwischen den beiden von den Primer Oligonukleotiden stammenden Sequenzabschnitten die fur das trvntische 
Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment wurde nachfolgend radioaktiv markiert und als Sonde zur Isolierung von cDNA-Klo- 
nen aus der Fibrosarkom-Bibliothek verwendeL Es wurde dazu so verfahren, daB zunachst Plaques mit der 
Sonde hybndisiert, Phagen von hybridisierenden Plaques vereinzelt und daraus Lambda DNA gewonnen 
wurden Ei^elnecDNA-Klone wurden subkloniert und sequenziert; zwei der charakterisierten KJone enthiel- 
ten die fur TNF-BP kodierende Sequenz. 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Vorversuche und Beispiele naher eriautert: 

Vorversuch 1 
Herstellung von hochgereinigtem TNF-BP 

a) Konzentration des Harns 

200 1 Dialyseharn von Uramiepatienten, aufbewahrt in Flaschen enthaltend EDTA (10 g/ll Tris (6 gA\ NaN 3 
(1 g/1) und Benzamidinhydrochlorid (1 g/1) sowie kuhl gelagert, wurden durch Ultrafiltration mittels einem 
hochdurchlassigen Hamokapillarfilter mit einer asymmetrischen Hohlfasermembran (FH 88H, Gambro) auf 
iTr>\ m u o^ m P rotein S ehalt von 567 g konzentriert Der konzentrierte Harn wurde gegen 10mM/l Tris 
HU, pH 8 dialysiert Wahrend dieses Vorgangs wurde, wie in den nachfolgenden Schritten (auBer bei der 
Reverse Phase Chroma tographieX 1 mM/1 Benzamidinhydrochlorid zugefGgt, urn proteolytischem Verdau 
entgegenzuwirken. Alle nachfolgenden Reinigungsschritte wurden, wenn nicht anders angeeeben bei 4°C 
durchgefuhrt e 6 

b) Ionenaustauschchromatographie 

Dieser Schritt wurde durchgefuhrt indem DEAE-Sephacel-Saulen (23x40 cm) mit Proben konzentrierten 
m i*fl ys, f^ n "^ enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eluiert wurde mit 800 ml eines 
NaU/10 mM Tris/HCI pH-8-Gradienten,.wobei die NaCI Konzentration 0 bis 0,4 M betrug. Die das TNF- 
BP ^ naltenden Fraktionen von sieben Saulen mit einem Gesamtproteingehalt von 1 14 g wurden bei 
— 20 Cgelagert. 

c) AffinitStschromatographie 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde r TNF-a (15 mg) in 0,1 M NaHCCH 1 M NaCI, pH 9 
(Kopplungspuffer) an 1,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt Die Sepharose 
wurde in 1 mM HC1 gequollen und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden lang bei Raumtemperatur rotieren gelassen. Der Oberschufl an CNBr-Gruppen 
wurde durch eineinhalbstundige Rotation mit 1 M Ethanolamin, pH 8 blockiert Die TNF-Sepharose wurde 
einige Male abwechselnd in 1M NaCI, 0,1 M Natriumacetat pH 8 und 1 M NaCI, 0,11 M Borsaure pH 4 
gewaschen und anschlieBend in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit 1 mM Benzamidinhydrochlorid 
gelagert. Die aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0,2 M NaCI 10 mM 
Tris/HO, pH 8 eingestellt Die TNF-Sepharose wurde in eine Saule gepackt und mit 0,21 M NaCl! 10 mM 
Tris HC1, pH 8 gewaschen und die TNF-BP enthaltenden Fraktionen, entsprechend ca. 30 g Protein bei 
einer DurchfluBrate von 10 ml/h aufgetragen und ausgiebig mit 02 M NaCI, 10 mM Tris HCI, pH 8 gewa- 

STw'J?! 8 Im F uat bei 280 nm keine Abs orption mehr nachweisbar war. AnschlieBend wurde TNF-BP mit 
02 M Glycin/HCl, pH 2JS eluierL 

u ?^fA B i^! haJ ^ nde Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethylengly- 
kol (MG 6000) - bis zu emer Endkonzentration von 10 mg/ml - lyophilisiert. Die lyophilisierte Probe wurde in 
destilhertem Wasser gelost und gegen destilliertes Wasser dialysiert (Die dialysierte Probe (4 ml) wurde in 
tiefgefrorenem Zustand gelagert) 7 

^^l^i^S^ 1 b K aC r ht ! gegen ? b 5 r r dem vorangegangenen eine weitere Anreicherung urn das ca. 
9000fache SDS-PAGE (durchgefuha wie in Vorversuch 2 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden Fraktionen 
zeigte die Elution von drei Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000, 30 000 und 50 000. 

d) Reverse Phase Chromatographic 

Ein aliquoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0,1% Trifluores- 
sigsaure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 Saule (Pharmacia) , die an ein FPLC-System (Pharmacia) 
angeschlossen war, aufgetragen. Die Saule wurde mit 0,10/ o iger Trifluoressigsaure equilibriert und bei 
^fn/ m ^T eratU, i mit emem lmearen 15 ml Gradienten von 10 Vo\*k bis 50 Vol% Acetonitril, enthaltend 
0,lo/o Tnfluoressigsaure, beschickt; die DurchfluBrate betrug 03 ml/min. Fraktionen von 0,5 ml wurden 
gesammelt und die Absorption bei 280 nm sowie die Aktivitat des TNF-a bindenden Proteins mit Hilfe des 
Kompetitionsbindungstest, wie im Beispiel 1 angegeben, bestimmt, wobei jeweils 0,01 ul Probe verwendet 
wurden. TNF-BP eluierte als ein einziger Aktivitatspeak entsprechend einem scharfen UV- Absorptionspe* 
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ak. 

Dieser letzte Reinigungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen Aktivitat urn das ca. 29fache, die 
Gesamtzunahme an Aktivitat gegeniiber dem Ausgangsmaterial (konzen trier ter Dialyseharn) betrug das ca. 1,1 
x t0 6 fache. 

SDS-PAGE der reduzierten und nicht reduzierten Probe, durchgefQhrt wie in Vorversuch 2 angegeben, ergab 
eine diffuse Bande, die auf das Vorhandensein eines einzigen Polypeptids mit einem Molekulargewicht von ca. 
30 000 hinwies. Das diffuse Erscheinungsbild der Bande kann auf das Vorliegen einer oder mehrerer heterogener 
Glykosylierungen und/oder eines zweiten, in geringer Menge vorhandenen Polypeptids zuriickzufuhren sein. 
Die Annahme, dabei konnte es sich um ein Polypeptid mit dem in Vorversuch 3d als Nebensequenz bestimmten 
N-Terminus handeln, das gegeniiber TNF-BP am N-Terminus verlangert ist, wurde durch die Sequenz der 
cDNA bestatigt, wonach zwischen der Signalsequenz und Asn (Pos. 12) ein Abschnitt von 11 Aminosauren 
vorliegt, dessen Sequenz mit der N-terminalen Nebensequenz iibereinstimmt und der offensichtlich vom prozes- 
sierten Protein abgespalten wird. 

Vorversuch 2 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (24) auf 18 cm langen, 16 cm breiten und 1,5 mm dicken 
Flachgelen mit 10 Taschen mittels einer LKB 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefOhrt Der Proteingehalt der 
Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch 1) wurde mittels Bio-Rad Protein Assay bestimmt 
bzw. aus der Absorption bei 280 nm berechnet, wobei einer Absorption von 1,0 ein Gehalt von 1 mg TNF-BP/ml 
zugeordnet wurde. 

Die Proben, enthaltend ca. 25 u,g Protein (aus Vorversuch lc) bzw. ca. 5 u.g (aus Id) in reduzierter (^-Mercapto- 
^ethanol) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%iges Sammelgel und ein 5 bis 20%iges lineares Polyacry- 
/lamidgradientengel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 25 mA/Gel ohne Kuhlung gefahren. Als Mole- 
kulargewichtsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase B (MG 94 000), Rinderserumalbumin (MG 67 000), 
Ovalbumin (MG 43 000), Karboanhydrase (MG 30 000), Sojabohnen-Trypsininhibitor (MG 20 100) und a-Laktal- 
bumin (MG 14 400) verwendet. Die Gele wurden mit Coomassie Blue in 7%iger Essigsaure/40°/oigem Ethanol 
gefarbt und in 7%iger Essigsaure/25°/oigem Ethanol entfarbt 

Das Ergebnis der SDS-PAGE zeigte TNF-BP als Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von ca. 30 000 . 

Vorversuch 3 

a) Probenvorbereitung 

15 u,g des nach Vorversuch Id) gereinigten Proteins wurden iiber Reverse Phase H PLC entsalzt und weiter 
gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond WP CI 8 Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0,1 %ige Trifluoressigsau- 
re in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet Die Gradientensteige- 
rung betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm und bei 280 nm. Die 
TNF-BP enthaltende Fraktion wurde gesammelt, getrocknet und in 75 uJ 70%iger Ameisensaure geldst und 
direkt fur die Aminosauresequenzanalyse verwendet 

b) Aminosauresequenzanalyse 

Die automatische Aminosauresequenzanalyse wurde mit einem Applied Biosystems 477 A Fliissigphasense- 
quenator durch On-line Bestimmung der freigesetzten Phenyl thiohydantoin- Deri vate mittels Applied Bio- 
systems Analysator, Modell 120 A PTH,durchgefuhrt. 

Sie ergab die folgende N-terminale Sequenz als Hauptsequenz (ca. 80% der Proteinmenge): Asp-Ser-Val- 
X-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-GIn-. 

Daneben war folgende Nebensequenz nachzuweisen: Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Leu-Gly-X-Arg-Glu-. (Die in 
Klammer stehenden Aminosauren konnten nicht eindeutig identifiziert werden.) 

Vorversuch 4 

SDS-PAGE 

Die Probenvorbereitung wurde wie im Vorversuch 3 durchgefuhrt mit dem Unterschied, daB die Probenmen- 
ge 10 u.g betrug. Die Probe wurde in 50 uJ Wasser aufgenommen und in 4 Portionen geteilt Einer der vier 
aliquoten Teile wurde zur Reinheitsbestimmung mittels SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (24) mit 
DTT (Dithiothreitol) reduziert und auf Minigelen (Hofer, 55 x 80x0,75 mm, 15%) getrennt; als Molekularge- 
wichtsmarker wurde der im Vorversuch 8 angegebene verwendet Die Farbung erfolgte nach der Methode von 
Oakley (25). Das Elektropherogramm ist in Fig. 9 dargestellt Es zeigt eine einzige Bande bei einem Molekular- 
gewicht von ca. 30 000. 

Beispiel 1 

a)Tryptic Peptide Mapping 

Etwa 60 ug des nach Vorversuch Id) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und 
damit weiter gereinigt Dazu wurden eine Bakerbond WP C18 Saule (Baker; 4,6x250 mm) und 0,l%ige 
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Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendeL Die 
i Dieser Losung wurden 1% w/w, entsprechend 0,6 ug Trypsin (Boehringer Mannheim) zueesetzt und die 

i>ie Auftrennung der entstandenen tryptischen Spaltpeptide erfolgte uber Reverse Phase HPI r 

und O.ljo.ge Tnfluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) aU^obile Phase 
fnrTf^ J'VT'k^ D * G^e^eigerung betrug 0 bis 5 5 o/ 0 Eluens B in 55 min danach ™rde 55% I 

^tSSS^^^ 1 m " min ' die DetCkti0n erf0,gte Para " d bei 2,4 - AUFS^ 

b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptiden 

&nig e der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der automatischen Amino- 
sauresequenzandyse unterworfen. Dazu wurden die entsprechenden Fraktionen aus dTr ReSe PhLe 
HPLC gesarnmelt,getrocknet und ,n 75 ul 70%iger Ameisensaure gelost Diese Losungen wurdeS d JektS 
fn,h^?H enZ p rU K g m e ' nem 0 AppIied Bios > stems 4 " A Pulsed Liquid Phase Sequenato^ngesetzt Tal^ T 
enthalt die Ergebnisse der Sequenzanalyse der tryptischen Peptide, wobei diein kSZ^^I^I 
JiXyT" m " . Si L cherheit -achgewiesen werden konnten. Die Angabe •£ bSe?daS* diese? 
StelledieAminosiurenichtidentiHziertwerdenkonnte. oeaeuiet, aau an dieser 

In der Fraktion 8 konnte die Aminosaure in Position 6 nicht identifiziert werden Die w n y m c te a- 
Position 6-8 laflt vermut en. dafl die Aminosaure 6 in glykosylierter F^ vorHegt 

X M q ^ .'° • £ k J >r ! nte 0 d,e Aminosaure in Position 6 ebenfalls nicht identifiziert werden Die Seauenz 

FraK 8 ?be. F^kZ if ^fl " • l* Am,nosauren der F "*«°n 17 sind weitgehend identisch mit der 
S$Z *™J<l£T dUrftC " S ' Ch ^ Um em PCptid hande,n > das dureh -vc-Hstandige tryptische 
Auffallend ist die Identitat der Fraktion 21 mit den Positionen 7 bis 14 der Fraktion 27 Sowohl in Frakti™ ->\ 
als auch m Frakuon 27 bricht die Sequenz nach der Aminosaure ^pJ^^S^'iS^tS^SA 

deH^rvtluch ^h'STf ^ * ^ ^U 6 " 2 der nur " gerin * er Men * e ^retenden Fraktion 12 mi. 
aer in Vorversuch 10 bestimmten Nebensequenz des N-Terminus. Dafl die Proteine der Haunt- und NehVnTJ 

S^SSTdSSSSS Jem 6 pT ot Phase ,T L £t au,e (Vorversuch 3b > "^S^^ fcriJSSS 

TNF BP SSlS H -f. a uZ ^° te,n 11,11 der Neben «quenz um eine am N-Terminus verlangerte Form des 
TNF-BP handelt. die durch Prozessierung zum GroBteil in das Protein mit der Hauptsequenz UberfQhrt wird 

Tabelle 1 

Aminosauresequenzen der analysierten tryptischen Peptide von TNF-BP 
Fraktion Aminosauresequenz 

1 D-S-V-C-P-Q-G-K 

2 X-X-L-S-(C)-S-K 

3 D-T-V-(C)-G-(C)-R 

4 E-N-E-(C)-V-S-(C)-S-N-(C)-K 

5 E-N. E ^ c) .v-S-(CHS)-N-(C)-K-(K) 
8 Y-I-H-P-Q-X-N-S-I-X-X-X-K 

11 E-C-E-S-G-S-F-T-A-S-E-N-(NHK) 

12 L-V-P-H-L-GD-R 

13 K-E. M -G-Q-V-E-I-S-S-(C)-T-V-D-(R) 
14/1 G-T-Y-L-YN-D-C-P-G-P-G-Q- 

14/11 (E)-M-G-Q-V-(EHIHS)-X-X-X-(V)-(D)- 

15 K-E-M-G-Q-V-E-I-S-S-(C>T-V-D-R-D-T-V.(CK}- 

1 7 Y-I-H-P-Q-X-N-S-I-(C)-(C)-T-K-(C)-H-K-G-X-Y- 

20 G-T-Y-L-Y-N-D-C-P-G-P-G-Q-D-T-X-X-R 

21 MQ-L-P-Q-I-E-N 

26 Q-N-T-V-(C)-T-X-(H)-A-G-F-(F)-L-(R) 

27 S-L-E-(C>T-K-L-(C)-L-P-Q-I-E-N 
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Beispiel 2 

Analyse des C-Terminus 

Diese Analyse wurde nach dem Prinzip der in (31) beschriebenen Methode durchgefuhrt 
Etwa 60 \ig des nach Vorversuch 2d) gereinigten Proteins wurden fiber Reverse Phase HPLC entsalzt und 
damit weitergereinigt Dazu wurden eine Bakerbond WPC18 Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0.1%igeTrifluor- 
essigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet Die Gradientenstei- 
gerung betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel, bei 214 nm und bei 280 nm. Die 
TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 13,0 min) wurde gesammelt, getrocknet und in 1 20 uJ 10 mM 
Natriumacetat (auf pH 4 gestellt mit 1 N HQ) geldst 

Dieser Losung wurden 6uJ Brij 35 (lOmg/ml in Wasser) sowie 1,5 uJ Carboxypeptidase P (0,1 mg/ml in 
Wasser, Boehringer Mannheim, Nr. 8 10 142) zugesetzt Das entspricht einem Gewichtsverhaltnis Enzym zu 
Protein von 1 zu400(36). 

Sofort nach Zusatz des Enzyms wurde eine Probe von 20 uJ der Reaktionsmischung entnommen und darin die 
enzymatische Reaktion durch Ansauem mit 2 uJ konzentrierter Trifluoressigsaure und durch Gefrieren bei 
-20°C unterbrochen. 

Die Reaktionsmischung wurde im Kuhlschrank (ca. 8°C) stehengelassen und Proben zu je 20 u.1 nach 10, 20, 60 
und 120 Minuten entnommen. Der Rest der Reaktionsmischung wurde weitere 120 Minuten bei Raumtempera- 
tur belassen. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme durch Zusatz von 2 ul konzentrierter Trifluoressigs- 
aure angesauert und bei - 20° C eingef roren, wodurch die enzymatische Reaktion unterbrochen wurde. 

Parallel zum beschriebenen Probenansatz mit etwa 60 u.g TNF-BP wurde unter identischen Bedingungen ein 
Reagentienblindwert angesetzt, dem kein Protein zugesetzt worden war. 

Nach der letzten Probennahme wurden alle Proben 30 Minuten lang in einem Speed Vac Concentrator 
getrocknet, mit 10 u.1 einer Losung aus 2 Teilen Athanol, 2 Teilen Wasser und 1 Teil Triathylamin (- "Redrying 
solution" des Picotag-Aminosaureanalysesystems der Fa. Waters) versetzt und nochmals kurz getrocknet Da- 
nach wurden die Proben zur Derivatisierung der vom C-Terminus abgespalteten Aminosauren mit je 20 uJ des 
"Derivatisation Reagens" (7:1:1:1 - Athanol : Wasser : Triathylamin : Phenylisothiocyanat; Picotag-System) 
versetzt, 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 1 Stunde in einem Speed Vac Concentrator 
getrocknet 

Zur Analyse der derivatisierten Aminosauren wurden die Proben in 100 uJ "Sample Diluent" (Picotag-System 
der Fa. Waters) geldst Von diesen Ldsungen wurden je 50 u.1 mit Reverse Phase HPLC (Saule, mobile Phase und 
Gradient nach Original vorsch rift des Picotag-Systems der FaWaters) analysiert Die Chromatogramme der 
Proben und Reagentienblindwerte wurden mit dem Chromatogramm eines analog derivatisierten Gemisches 
( 1 00 p Mol/Aminosaure) von Standardaminosauren (Fa. Beckman) verglichen, 

Wie aus den quantitativen Ergebnissen der Picotag-Aminosaureanalyse (Tabelle 2) ersichtlich ist, ist Aspara- 
gin mit hoher Wahrscheinlichkeit die C-terminale Aminosaure von TNF-BP. Neben Asparagin konnten nach 240 
Minuten Reaktionszeit auch Glutaminsaure und in geringerer Menge Isoleucin nachgewiesen werden. Signifi- 
kant uber dem Reagentienblindwert liegende Mengen von and ere n Aminosauren konnten auch nach 240 
Minuten Reaktionszeit nicht gefunden werden. Dieses Ergebnis (-I-E-N als C-Terminus) bestatigt die aus der 
N-terminalen Sequenzierung der tryptischen Peptide 21 und 27 abgeleitete Vermutung, daD die bei diesen 
Peptiden C-terminal identifizierten Aminosauren -I-E-N (Beispiel lb) den C-Terminus von TNF-BP darstellen. 

Tabelle 2 

, Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosaureanalyse nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



Reaktionszeit Integratoreinheiten fiir die Aminosauren 

Isoleucin Glutaminsaure Aspargin 



0 - - _ 

10 - _ _ 

20 - - 83 304 

60 - - 168 250 

120 - - 319470 

240 85 537 152 350 416 570 

Methoden zu den Beispielen 3 bis 7: 

Urn die Beschreibung der nachfolgenden Beispiele zu vereinfachen, werden oft wiederkehrende Methoden 
bzw. Bezeichnungen kurz beschrieben : 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA mittels Restriktions- 
endonukleasen (Restriktionsenzymen) an fur diese spezifischen Stellen (Restriktionsstellen). Restriktionsendo- 
nukleasen sind kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen (Puffer, 
Rinderserumalbumin (BSA) als Tragerprotein, Dithiothreitol (DTT) als Oxidationsschutz) eingesetzt. 
Restriktionsendonukleasen werden mit einem GroBbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchstaben und norma- 
lerweise einer romischen Ziffer, bezeichnet Die Buchstaben hangen von dem Mikroorganismus ab, aus dem die 
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betreffende Restnktionsendonuklease isoJiert wurde (z.B.: Sma h Serratia marcescens) . Oblicherweise wird 
etwa 1 u.g DNA mit einer oder mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 u.1 Pufferlosung geschnitten Norma- 
lerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37°C verwendet, kann aber laut den Verwendungsvor- 
schnften des Herstellers variiert werden. Nach dem Schneiden wird manchmal die 5'Phosphatgruppe durch 
Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) entfernt Dies dient zur Verhinderung einer 
ungewunschten Reaktion der spezifischen Stelle in einer nachfolgenden Ligasereaktion (z.B. Zirkularisierung 
eines linearisierten Plasmids ohne Insertierung eines zweiten DNA-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben, 
werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephospho- 
ryhert Reaktionsbedingungen fur die Inkubation mit alkalischer Phosphatase sind z.B, dem M13 Cloning und 
Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) zu entnehmen Nach 
der Inkubation wird Protein durch Extraktion mit Phenol und Chloroform entfernt und die DNA aus der 
waBrigen Phase durch Zusatz von Athanol prazipitiert. 

"Isoliening" eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrennung der durch den Restriktionsverdau 
erhaltenen DNA-Fragmente, z.B. auf einem 1 °/o AgarosegeL Nach der Elektrophorese und dem Sichtbarmachen 
der DNA im UV-Licht durch Anfarben mit Athidiumbromid (EtBr) wird das gewunschte Fragment anhand 
mitaufgetragener Molekulargewichtsmarker lokalisiert und durch weitere Elektrophorese an DE 81 Papier 
(Schleicher und Schull) gebunden. Die DNA wird durch Spulen mit Niedrigsalzpuffer (200 mM NaCI, 20 mM Tris 
pH - 7,5, 1 mM EDTA) gewaschen und anschlieBend mit einem Hochsalzpuffer (1 M NaCI 20 mM Tris pH - 7 5 
1 mM EDTA) eluiert Die DNA wird durch Zusatz von Athanol prazipitiert 

Transformation" bedeutet das Einbringen von DNA in einen Organismus, so daB die DNA dort replizierbar 
ist, entweder extrachromosomal oder chromosomal integriert Transformation von Exoli folgt der im M13 
bernm 1^ Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa. Amersham, PI/129/83/12) angege- 

"Sequenzieren* einer DNA bedeutet die Bestimmung der Nukleotidsequenz. Dazu wird zunachst die zu 
sequenzierende DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente werden in ent- 
sprechend geschmttene M13 mp8, mp9, mp!8 oder mpl9 Doppelstrang DNA eingebracht, oder es werden die 
DNA mittels Ultraschall fragmentiert, die Enden repariert und die groBenselektionierten Fragmente in Sma I 
geschnittene dephosphorylierte M13 mp8 DNA eingebracht (Shotgun Methode). Nach der Transformation von 
E.coli JM 101 wird Einzelstrang DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend dem M13 Cloning and 
Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, PI/129/53/12) isoliert und nach der 
Didesoxymethode (30) sequenziert. Als Alternative zur Verwendung des Klenowfragment der E.coli DNA 
Polymerase I bietet sich dabei die T7-DNA Polymerase an ("Sequence, Fa. United States Biochemical Corpora- 
ls? Se< 1 ue n z yeaktionen werden entsprechend dem Handbuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for 
DNA Sequencing With Sequenase w durchgefuhrt 

Eine weitere Sequenziermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden DNA in einen Vektor der 
unter anderem einen Rephkationsursprung eines DNA-Einzelstrangphagen (Ml 3, fl) tragt (z.B. Bluescribe oder 
Bluescript M13 von Stratagene). Nach Transformation von Ecoli JM101 mit dem rekombinanten MolekQI 
konnen die Transformanten mit einem Helferphagen, z. B. M13K07 oder R408 von Promega) infiziert werden 
Als Resultat erhalt man cine Mischung aus Helferphagen und verpacktem, einzelstrangigem rekombinanten 
Vektor. Die Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt in Analogie zu der M13 Methode 

d 1 ie /^o, SWe ^"? der S ^ uenzen mitteIs d er ursprunglich von R. Staden (27) entwickelten und von Ch. 

Pieler (28) modifizierten Computerprogramme. 

"Ligieren w bezieht sich auf den ProzeB der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden von 
^°PP| !st ^ n |- D NA A Fragmenten. Oblicherweise werden zwischen 0,02 und 0? ^g DNA-Fragmente in 10 ul mit 
etwa 5 units T4-DN A Ligase ( Ligase") in einer geeigneten Pufferldsung ligiert (29: 474). "Praparation" von DNA 
aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid DNA aus Bakterien mittels der alkalischen SDS 
Methode, modifiziert nach Birnboim und Doly (29: 368-369) unter Weglassen des Lysozyms. Dabei werden die 
Bakterien aus 1,5 bis 50 ml Kultur verwendet 

W 01igonukleotide , ' sind kurze Polydesoxynukleotide, die chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der 
^Pio^ i°, SySte w S S y nt / hesizer Mode » 381 A verwendet Die Oligonukleotide werden entsprechend dem Mo- 
dell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet Sequenzprimer werden ohne weitere Reinigung 
direkt eingesetzt. Andere Oligonukleotide werden bis zu einer Kettenlange von 70 durch die H OPC"-Methode 
gereimgt (OPC - Oligonucleotid purification column, Applied Biosystems, Product Bulletin, January 1988) 
Ungere O^^leoude werden durch Polyacrylamidgelelectrophorese (6^/0 Acrylamid,0,15% Bisacrylamid, 6 
M Hamstoff,TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel uber eine G-25 Sepharosesaule entsalzt 

Beispiel 3 

Herstellung von TNF- BP- spezifischen Hybridisierungssonden 

Die Auswahl der Oligonukleotide wurde im Hinblick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cDNA 
mittels PCRgetroffen: 

a) Aus der N-terminalen Aminosauresequenz des TNF-Bindungsproteins (Hauptsequenz, erhalten aus 

Vorversuch 3 und Beispiel 1 , Fraktion 1 ) 

Asp-SerVal-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln- 

wurde ein Heptapeptid-Bereich ausgewahlt, der die niedrigste Komplexitat eines gemischten Oligonukleo- 
tids zum Hybndisieren an cDNA zulaBt: Es sind dies die Aminosauren 6 bis 12. Urn die Komplexitat des 
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Mischoligonukleotids herabzusetzen, wurden vier Mischoligonukleotide mit einer Komplexitat von jeweils 
48 hergestellt Die Oligonukleoiide wurden in Richtung der mRNA hergestellt, sie sind somit zum 3'Ende 
der Sequenz orientiert und identisch mit dem nichtkodierenden Strang des TNF-BP-Gens: 

Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 



5'CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/1 EBI-1639 

G G C C C '° 

A 

5'CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/2 EBI-1640 " 
G G C C C 

A 

5'CAA GGA AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/3 EBI-1641 " 
G G C C C 

A 

25 

5'CAA.GGG AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/4 EBI-1642 
G G C C C 

30 

A 



b) Aus der Aminosauresequenz eines tryptischen Peptides (Fraktion 11 des tryptischen Verdaus) der 
Aminosauresequenz 



Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser-(Glu/Cys)-Asn- 
Asn-Lys (vgl, Beispiel 1) 40 

wurde ein Peptid-Bereich ausgewahlt und ein weiterer Satz von Mischoligonukleotiden synthetisiert: 

45 



50 



55 



60 



65 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 

Cys 

TNF-BP #4/5 (EBI-1653): 

3 'AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T T 
T 



TNF-BP #4/6 (EBI-1654): 

3 'AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G T 
T 

TNF-BP #4/7 (EBI-1657): 

3 9 AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T G 
T 

TNF-BP #4/8 (EBI-1658): 

3' AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5* 
G G T G G 
T 



Die Oligonukleotide wurden komplementar zur mRNA synthetisiert und sind somit zum 5'Ende der 
Sequenz onentiert Urn das amplifizierte DNA-Fragment im AnschluB an die PCR effizient klonieren zu 
konnen, wurde auch ein BamHI-Unker am 5'Ende der Oligonukleotide vorgesehen. Werden z.B die 
Ohgonuk^otide TNF-BP #4/5-8 gemeinsam mit TNF-BP #3/1-4 fur die PCR an der gesamten 
Lambda-DNA einer Bibhothek eingesetzt, kann ein etwa resultierendes DNA Fragment mit BamHI nach- 
gescnmtten werden. Die Partner-Oligonukleotide ergeben ein gerades Ende am STerminus, das Fragment 
o mU 10 dlC SmaI - BamHI ' St «»en eines geeigneten Vektors kloniert werden. Jedes Mischoligonukleo- 
t id TNF-BP #4/5 bis 8 ist eine Mischung aus 48 Einzelnukleotiden und beriicksichtigt einige Codons nicht 
und zwar: 



Thr ACG 
Ala GCG und GCT 
Ser TCG und TCC 
Asn AAT 

Bei GCT wird die Mdglichkeit in Betracht gezogen, daB das zu GCC (Ala) komplementare Triplett CGG 
durch Ausbildung einer G-T Brucke wirksam sein kann, bei TCG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe 
bezughch AGTbzw.TTG. 

ACG, GCG und TCG sind auBerst seltene Codons (CG-Regel) und wurden deshalb nicht berucksichtigt. 

Beispiel 4 

Amplifizierung einer fur TNF-BP kodierenden Teilsequenz aus einer cDNA-Bibliothek. 
a) Isolierung von Lambda-DNA einer cDNA Bibliothek 

Die Herstellung der cDNA Bibliothek erfolgte nach der in der EP-A1-02 93 567 fur die humane plazentale 



14 



DE 39 20 282 Al 



cDNA Bibliothek beschriebenen Methode mit dem Unterschied, dafl als Ausgangsmaterial 10 9 Fibrosar- 
komzellen der Zellinie HS 913 T, die unter Stimulierung mit humanem TNF-a (lOng/m!) hochgezttchtet 
worden waren, verwendet wurden. Statt Lambda gtlO wurde Lambda gtll verwendet (cDNA Synthese: 
Amersham RPN 1256; EcoRl verdaute Lambda gtll Arme: Promega Biotech; in vitro Verpacken der 
ligierten DNA: Gigapack Pius, Stratagene). 

5 ml des Phagenuberstandes der amplifizierten cDNA Bibliothek der humanen Fibrosarkom Zellinie 
HS913Tin Lambda gtl 1 wurden mit 0,5 ug RNase A und 0,5 u.g DNase I versetzt und eine Stunde bei 37°C 
inkubiert Die Mischung wurde 10 min bei 5000xg zentrifugiert, der Oberstand durch Extraktion mit Phenol 
und Chloroform von Protein befreit und die DNA aus der wassrigen Phase durch Zusatz von Ethanol 
prazipitiert. Die Lambda-DNA wurde inTE-Puffer (10 mMTris pH-7,5; 1 mM EDTA) gelost 
b) PCR Amplif izierung einer TNF-BP Sequenz aus einer cDN A Bibliothek 

Fur die Anwendung der PCR (26) auf DNA der HS913T cDNA Bibliothek wurden 16 Einzelreaktionen 
durchgefiihrt, in welchen jeweils eines der 4 Mischoligonukleotide EBI-1639, EBM640, EBM641, EBI-1642 
als erster Primer und eines der vier Mischoligonukleotide EBM653, EBM654, EBI-1657, EBM658 als 
zweiter Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukleotide enthalt 48 verschiedene Oligonukleo ti- 
de gleicher Lange. Die Amplifizierung mittels PCR fand in 50 pJ Reaktionsvolumen, enthaltend 250 ng 
Lambda-DNA der cDNA-Bibliothek, 50 mM KC1, 10 mM Tris pH = 83, 1,5 mM MgCl 2 , 0,01% Gelatine, 
0,2 mM jedes der 4 desoxy-Nukleosidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), je 200pMol erster und 
zweiter Primer, 1,25 Einheiten Taq Polymerase (Perkin- Elmer Cetus) statt Urn ein Verdunsten zu verhin- 
dern, wurde die Losung mit einigen Tropfen Minerals! (0,1 ml) iiberschichtet Die PCR wurde in einem 
DNA Thermal Cycler (Perkin. Elmer Cetus) folgendermaBen durchgefiihrt: Die Proben wurden 5 Minuten 
auf 94° C erhitzt, urn die DNA zu denaturieren, und anschlieBend 40 Amplif ikationszyklen unterworfen. Ein 
Zyklus bestand aus 40 Sekunden Inkubation bei 94° C t 2 Minuten Inkubation bei 55° C und 3 Minuten 
Inkubation bei 72° C Am Ende des letzten Zyklus wurden die Proben fQr weitere 7 Minuten bei 72°C 
inkubiert, urn sicherzustellen, daB die letzte Primer-Verlangerung vollstandig verlaufL Nach AbkOhlen auf 
§r Raumtemperatur wurden die Proben mit Phenol und Chloroform von Protein befreit und die DNA mit 
f Athanol prazipitiert. 

5 u.1 jeder der 16 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Lange der amplifizierten 
DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung bestimmL Die starkste DNA Bande, ein Fragment 
von 0,16 kb Lange, war in den PCR-Proben zu sehen, die mit dem Oligonukleotid EB1-1653 als erstem 
Primer und einem der Oligonukleotide EBI-1639, EBI-1640, EBI-1641 oder EBI-1642 als zweitem Primer 
amplifiziert worden waren. Da die mit dem Primerpaar EB1-1653 und EBI-1642 amplifizierte Probe die 
groSte Menge an diesem 0,16 kb DNA-Fragment enthielt, wurde diese Probe fOr die weitere Aufarbeitung 
ausgewahlt 

Beispiel 5 

Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplifikation gewonnenen DNA-Fragments 

Das erhaltene PCR-Produkt der Primer EBI-1642 und EBI-1653 wurde mit BamHI geschnitten und nachfol- 
tfend elektrophoretisch in einem Agarosegel (1,5% NuSieve GTG Agarose plus 1% Seakem GTG Agarose, 
FMC Corporation) nach der GroBe aufgetrennt Die Hauptbande, ein DNA Fragment von 0,16 kb Lange, wurde 
aus dem Gel elektroeluiert und mit Ethanol prazipitiert Dieses DNA Fragment wurde mit BamHI/Smal 
geschnittenem Plasmid pUC18 (Pharmacia) ligiert und E. coli JM101 mit dem Ligationsgemisch transformiert 
Die nach der Minipraparationsmethode hergestellten Plasmide wurden durch Schneiden mit den Restriktionsen- 
\zymen PvuII und EcoRI-BamHI und nachfolgender Elektrophorese in Agarosegelen charakterisiert Das Plas- 

f rnid pUC18 enthalt zwei Schnittstellen fOr PvuII, die in einem 032 kb DNA-Fragment die Polyklonierstelle 
■Ilankieren. Sehr kurze DNA-Inserts in der Polyklonierstelle des Plasmids konnen nach Schneiden mit PvuII 
leichter im Agarosegel sichtbar gemacht werden, da sich die Lange urn 032 kb vergrSBerL Durch Schneiden mit 
EcoRI und BamHI kann das in den mit BamHI und Smal geschnittenen Plasmidvektor ligierte DNA-Fragment 
inklusive einiger Basenpaare der Polylinkersequenz erhalten werden. Ein Klon mit dem gewunschten Insert 
wurde als pTNF-BP3B bezeichnet Das gesamte DNA-Insert dieses Klons wurde nach Subklonieren eines 
EcoRI-BamHI Fragments in M13mpl8 (Pharmacia) nach der modifizierten Didesoxy Methode mit Sequenase 
(United States Biochemical Corporation) sequenziert. 

Die Analyse der durch PCR-amplifizierten DNA ergab folgende Sequenz (nur der nicht kodierende Strang ist 
abgebildet, dariiber die abgeleitete Aminosauresequenz): 

5 10 
Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser He Cys 
CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 
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15 20 25 

Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp 
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 



10 



15 



20 



30 35 
Cys Pro Gly Pro Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Clu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 

40 45 so 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 



Die ersten 20 > und I die letzten 29 NukJeotide (in Kursivschrift) en tsprechen den Sequenzen der Primer-Oligonu- 
kleotide EBI-1642 bzw. dem Komplement von EBI-1653. Die Aminosauren 38 bis 43 bestatigen die restiiche 
Sequenz des tryptischen Peptides 11. 
25 Weiters enthait das mittels PCR erzeugte DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 des 
tryptischen Verdaus (Aminosauren 20 bis 34, unterstrichen). Damit ist erwiesen, daB der Klon pTNF-BP3B von 
einer cDNA abgeleitet wurde, die fur TNF-Bindungsprotein kodiert 

pTNF-BP3B stellt damit eine Sonde, z.B. zum Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken nach TNF-BP cDNAs 
dar. * 
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Beispiel 6 
Isolierung von TNF-BP cDNA Klonen 



35 t Phagen der HS913T cDNA Bibliothek in Lambda gtl 1 wurden auf Ecoli Y1088 (A)acU169, pro- 

7r a! i n ^ SUPE> SU / F ;.^ el ^ tTpR ] F ~> X ~ (pMC9)) plattiert < ca * 60 000 Pha * en P ro ,4 > 5 cm Petrischale,' 
* 'n ftS ri nil ^ ^ Hefeextrakt, 5g/l NaCl, 1,5% Agar, Plattieren in Top-Agarose: lOg/l Trypton, 
8g/l NaCl, 0,8% Agarose). Von jeder Platte wurden zwei Nitrozellulosefilter-Abzuge hergestellt Die Filter 
wurden vorgewaschen (16 Stunden bei 65° C) in: sec 
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50 



50 mM Tris/HCI,pH - 8,0 
1 M NaCl 

1 mM EDTA 
0,1% SDS 

Die Filter wurden zwei Stunden bei 65° C prahybridisiert in- 
6 x SSC (0,9 M NaQ, 0,09 M tri-Nacitrat) 

n To/ D ene ardt ' S (0,1 0/ ° FiC ° 11 0,1 0/ ° Po| y™ylpyrro]idon, 0, 1 % BSA [ « Rinderserumalbumin]) 

Herstellung der radioaktiv markierten Sonde 

pTNF-BP 3B wurde mit BamHI und EcoRI doppelt geschnitten und das ca. 0,16 kb Insert isoliert. 06 tig des 

iS27-u n inTl WC Cn b f- l 00 ^ denaturiert und mit je 60pMol EBI-1642 und EBM653 durch Abkuhlen auf 
55 80 C uber 1 0 Minuten und jahes AbkOhlen in Eiswasser geprimL Nach Zusatz von 

10 u.1 o> 32 P-dCTP (100 u.Ci, 3,7 MBq) 

5u.l 10 x Priming Puffer (0,1 MTris/HCl,pH - 8,0, 50 mM mgCM 

2 |il je 1 mM dATP, dGTP, cTITP 

60 1 ul PolIK (Klenow Fragment der E coli DN A Polymerase 1, 5 Einheiten) 

wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung (10 Minuten auf 70°C) erfolgt das 
Abtrennen der nichtemgebauten Radioaktivitat durch Chromatographic uber Biogel P6DG (Biorad) in TE 
Puffer(10mMTns/HCIpH«8,l mM EDTA). Eingebaut wurden 65 x 10 6 cpm. 

Das Hybridisieren der Filter erfolgte in einem Gesamtvolumen von 80 ml 6 x SSC/5X Denhardt's/0 1 % SDS 
plus hitzedenaturierter Hybridisiersonde wahrend 16 Stunden bei 65° C. 

Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 6 x SSC/0,01 % SDS und einmal 45 Minuten bei 
Raumtemperatur in 2 x SSC/0,01 % SDS und dreimal 30 Minuten bei 65°C in 2 x SSC/0,01 % SDS gewaschen. 
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Die Filter wurden luftgetrocknet und anschliefiend an Amersham Hyperfilm 16 Stunden unter Verwendung 
einer Verstarkerfolie bei - 70° C exponiert Insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques identifiziert (Lambda- 
TNF-BP # 1 -30) 

Die Regionen mit den hybridisierenden Plaques wurden mdglichst prazise ausgestochen, und die Phagen in 
300 ml SM Puffer plus 301ml Chloroform eluiert. Durch "Plaquereinigung* (Plattieren von ca. 200 Phagen pro 
9 cm Petrischale beim zweiten Durchgang, bzw. ca. 20 Phagen pro 9 cm Petrischale beim dritten Durchgang, 
Filterabzuge doppelt, Vorbereiten, Hybridisieren und Waschen wie beim erstmaligen Durchsuchen beschrieben) 
wurden letztlich 25 hybridisierende Phagen vereinzelt (Lambda-TNF-BP # 1 — 1 0, 1 2 - 24, 29, 30). 

Darstellungder rekombinanten Lambda-DNA von den Klonen Lambda-TNF-BP # 13, 15, 23,30. 

2 x 10 6 Phagen wurden auf Exoli Y1088 in Topagarose (10 g/1 Trypton, 8 g/1 NaCI, 0,8% Agarose) plattiert 
(14,5 cm Petrischale mit LB-Agarose (U% Agarose, 0,2% Glucose, 10 mM MgS0 4 10 g/1 Trypton, 5 g/1 
Hefeextrakt, 5 g/1 NaCI) und 6 Stunden bei 37° C inkubiert Nach Abkuhlen der Platten (30 Minuten bei 4°C) 
wurde mit 10 ml Lambda-Diluent (10 mMTris/HCl pH-8,0, 10 mM MgCl 2 ,0,l mM EDTA) ttberschichtet und 16 
Stunden bei 4°C eluiert Der Oberstand wurde in 15 ml Corex Rohrchen transferiert und 10 Minuten bei 15 000 
rpm und 4°C zentrifugiert (Beckman J2-21 Zentrifuge, JA20 Rotor) . Der Oberstand wurde in 10 ml Polycarbo- 
nat-Rdhrchen dekantiert und bei 50 000 rpm, 20°C bis G> 2 t = 3xl0 10 zentrifugiert (Beckman L8— 70, 50 Ti 
Rotor). Das Pellet wurde in 0,5 ml Lambda- Diluent resuspendiert und in Eppendorf Rdhrchen (1,4 ml) transfe- 
riert. Nach Zusatz von 5 mg RNase A und 0,5 mg DNasel und Inkubation bei 37° C wahrend 30 Minuten und 
Zusatz von 25 ml 0,5 M EDTA, 123 ml 1 M Tris/HCl pH =8,0, 6,5 ml 20% SDS erfolgte weitere Inkubation bei 
70°C fiir 30 Minuten. Die Lambda DNA wurde durch Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt und mit Ethanol 
gefallt AbschlieBend wurde die DNA in 100 m! TE-Puf f er geldst 



Beispiel 7: 

^ Subklonierung und Sequenzierung von TNF-BP cDNA Klonen 15 und 23 

^ Urn die cDNAsr der Klone Lambda-TNF-BP15 und Lambda-TNF-BP23, die bei der Hybridisierung die 
starksten Signale gezeigt hatten, naher zu charakterisieren, wurden die cDNA-Inserts mit EcoRI aus der 
Lambda-DNA herausgeschnitten, nach elektrophoretischer Auftrennung aus einem Agarosegel eluiert und mit 
Athanol prazipitiert Die DNA-Fragmente von 13 kb (von Lambda-TNF-BP15) und 1.1 kb (von Lambda-TNF- 
BP23) wurden mit EcoRI geschnittenem und mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm dephosphoryliertem 
Plasmidvektor pT7/T3a-18 (Bethesda Research Laboratories) mit T4 DNA Ligase ligiert und E.coli JM101 
transformiert. Von einzelnen Bakterienkolonien, die nach Selektion auf Agaroseplatten mit Ampicillin und X-gal 
keine blaue Farbung aufwiesen, wurde im Minipniparationsverfahren Plasmid-DNA hergestellt und durch 
Schneiden mit EcoRI und Hindlll das Vorhandensein und die Orientierung des cDNA Inserts festgestellt 
Plasmide,die das EcoRI Insert der Phagen Lambda-TNF-BP15 bzw. Lambda-TNF-BP23 so orientiert enthielten, 
daQ das dem 5'-Ende der mRN A entsprechende Ende dem T7 Promoter zugewandt ist, wurden oTNF-BPl 5 bzw 
pTNF-BP23benannt. 

Die EcoRI Inserts von Lambda-TNF-BP15 und Lambda-TNF-BP23 wurden ebenfalls in mit EcoRI geschnitte- 
nen und dephosphorylierten M13mpl9 Vektor ligiert und E.coli JM101 transformiert Von einigen wahllos 
ausgewahlten M13 Klonen wurde Einzelstrang-DNA prapariert und als Vorlage fur die Sequenzierung nach der 
Didesoxy-Methode verwendet. 

An M13 Klonen, die die cDNA-Inserts in entgegengesetzter Orientierung enthielten, wurden mit dem univer- 
sellen Sequenzierprimer und spezifisch synthetisierten Oligonukleotidprimern, die an das cDNA-Insert binden, 
beide DNA-Strange vollstandig sequenziert 
x Die vollstandige Nukleotidsequenz von 1334 Basen des cDNA-Inserts von Lambda-TNF-BP15 bzw. pTNF- 
^>BP15 ist in Fig. 1 dargestellt Die Basen 1-6 und 1328-1334 entsprechen den EcoRI-Linkern, die bei der 
T Herstellung der cDNA-Bibliothek an die cDNA angefugt worden waren. Die Nukleotidsequenz des cDNA-In- 
serts von Umbda-TNF-BP23 entspricht der von Lambda-TNF-BPl 5 (Basen 22 - 1 1001 flankiert von EcoRI-Lin- 
kern. 
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Patentanspruche 

1. DNA, kodierend fur ein Polypeptid mit der Fahigkeit, TNF zu binden bzw. fur ein Polypeptid, von dem 
dieses TNF bindende Protein eine Teilsequenz darstellt 

2. DNA nach Anspruch 1, kodierend fur TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeichnet, daB sie die 
Formel 



R 2 


GAT 


AGT 


GTG 


TGT 


CCC 


CAA 


GGA 


AAA 


TAT 


ATC 


CAC 


CCT 


CAA 


AAT 


AAT 


TCG 


ATT 


TGC 


TGT 


ACC 


AAG 


TGC 


CAC 


AAA 


GGA 


ACC 


TAC 


TTG 


TAC 


AAT 


GAC 


TGT 


CCA 


GGC 


CCG 


GGG 


CAG 


GAT 


ACG 


GAC 


TGC 


AGG 


GAG 


TGT 


GAG 


AGC 


GGC 


TCC 


TTC 


ACC 


GCT 


TCA 


GAA 


AAC 


CAC 


CTC 


AGA 


CAC 


TGC 


CTC 


AGC 


TGC 


TCC 


AAA 


TGC 


CGA 


AAG 


GAA 


ATG 


GGT 


CAG 


GTG 


GAG 


ATC 


TCT 


TCT 


TGC 


ACA 


GTG 


GAC 


CGG 


GAC 


ACC 


GTG 


TGT 


GGC 


TGC 


AGG 


AAG 


AAC 


CAG 


TAC 


CGG 


CAT 


TAT 


TGG 


AGT 


GAA 


AAC 


CTT 


TTC 


CAG 


TGC 


TTC 


AAT 


TGC 


AGC 


CTC 


TGC 


CTC 


AAT 


GGG 


ACC 


GTG 


CAC 


CTC 


TCC 


TGC 


CAG 


GAG 


AAA 


CAG 


AAC 


ACC 


GTG 


TGC 


ACC 


TGC 


CAT 


GCA 


GGT 


TTC 


TTT 


CTA 


AGA 


GAA 


AAC 


GAG 


TGT 


GTC 


TCC 


TGT 


AGT 


AAC 


TGT 


AAG 


AAA 


AGC 


CTG 


GAG 


TGC 


ACG 


AAG 


TTG 


TGC 


CTA 


CCC 


CAG 


ATT 


GAG 


AAT 















aufweist, wobei R 2 gegebenenfalls fehlt oder eine fur ein in vivo abspaltbares (Poly)peptid kodierende DNA 
darstellt, einschlieBlich ihrer degenerierten Varianten. 

3. DNA nach Anspruch 2, kodierend fur sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie die in Anspruch 2 definierte Formel aufweist, wobei R 2 eine zur Ganze oder teilweise fur eine 
Signalsequenz kodierende DNA darstellt 

4. DNA nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB R 2 die Formel CTG GTC CCT CAC CTA GGG 
GAC AGG GAG AAG AGA aufweist 

5. DNA Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB R 2 fur R 3 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG 
GAG AAG AGA stent, wobei R 3 eine fur ein Signalpeptid kodierende DNA darstellt 

6. DNA nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB R 3 fur ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC 
CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT 
ATT GGA steht 

7. DNA nach Anspruch 1, kodierend fur einen TNF-Rezeptor bzw. einen Abschnitt davon, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie die Formel 
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ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA 
CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC 
TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 
AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA 
TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT 
CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 
GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC 
AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA 
ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC 
CGG- CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC 
AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC 
TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC 
CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG 

AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC 
ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG 
GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC 
TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA 
CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT 
AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT 
CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG 
CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA 
GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC ATC 
CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC 
CCC CTT CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA 
CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG R 1 

aufweist, wobei R 1 fiir einen DNA-Abschnitt steht, der fur die C-terminale Region der zytoplasmatischen 
Domane des TNF-Rezeptors kodiert, bzw. daB sie den fur den entsprechenden Rezeptor-Abschnitt kodie- 
renden Abschnitt darstellt, emschlieBlich ihrer degenerierten Varianten. 

8. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafl sie mit der im Anspruch 7 definierten DNA unter Bedingun- 
genniedngerStringenzhybridisiert. 8 

?'K Re ^ m r inante ^51? A K f ° , . ekQL dadurch gekennzeichnet, dafl es mindestens eine in einem der AnsprOche 
1 bis 6 defimerte DNA enthalt r 

10. Rekombinantes DNA MolekOI, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens eine in Anspruch 1 oder 7 
defimerte DNA enthalt 

U. Rekombinantes DNA Molekul nach Anspruch 9, replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen, dadurch gekennzeichnet, daB es mit der in einem der AnsprOche 1 bis 6 definierten DNA 
tunktionell verbundene Expressionskontrollsequenzen enthalt. 

12. Rekombinantes DNA Molekul nach Anspruch 10, replizierbar in eukaryotischen Wirtsorganismen, 
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dadurch gekennzeichnet, daB es mit einer in Anspruch 1 oder 7 definierten DNA funktionell verbundene 
Expressions-Kontrollsequenzen enthalt 

13. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, dafl er mit mindestens einem rekombinantem DNA MoIekQI 
gemaB Anspruch 1 1 transformiert ist 

14. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er mit mindestens einem rekombinantem DNA MoIekQI 
gemaB Anspruch 12 transformiert ist 

15. Wirtsorganismus nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Saugetierzelle ist 

16. Verwendung des Wirtsorganismus nach Anspruch 15 zum Untersuchen von Substanzen auf ihre Beein- 
flussung der biologischen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-0. 

17. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von einer in einem der Anspruche 1 bis 6 definierten DNA 
kodiert wird 

18. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es von einer in Anspruch I oder 7 definierten DNA kodiert 
wird. 

19. Verwendung von Polypeptiden nach Anspruch 17 oder 18 zum Untersuchen von Substanzen auf ihre 
Wechselwirkung mit TNF-a und/oder TNF-p bzw. deren Rezeptor und/oder ihre Beeinflussung deren 
biologischer Wirkung. 

20. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
geeigneter Wirtsorganismus mit rekombinanter DNA gemaB Anspruch 11 transformiert und geziichtet und 
das exprimierte Protein isoliert wird. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
geeigneter Wirtsorganismus mit rekombinanter DNA gemaB Anspruch 12 transformiert und geziichtet und 
das exprimierte Protein isoliert wird. 

22. Polypeptid nach Anspruch 1 7 zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen 
Oder tienschen Kdrpers bei Indikationen, bei denen eine schadigende Wirkung von TNF auftritt 

23. Polypeptid nach Anspruch 17 zur Behandlung von entztindlichen Erkrankungen. 

24. Polypeptid nach Anspruch 17 zur Behandlung von infektiosen Erkrankungen. 

25. Polypeptid nach Anspruch 17 zur Behandlung von parasitaren Erkrankungen. 

26. Polypeptid nach Anspruch 17 zur Behandlung von Schockzustiinden. 

? 7 * £ 0, yPeptid Mch Anspruch 17 zur Behandlung von pathologischen Zustanden, die als Nebenwirkuneen 
bei der Therapie mit TNF-a auftreten. 

28. Polypeptid nach Anspruch 17 als Diagnostikum zur Bestimmung von TNF-a und/oder TNF-p 

29. Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend eine die biologische Aktivitat von TNF-a wirksam hem- 
mende Menge eines Polypeptids nach Anspruch 17. 

30. Pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend eine die biologische Aktivitat von TNF-8 wirksam hem- 
mende Menge eines Polypeptids nach Anspruch 17. 



Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SEfTE 1 Nummer: DE 39 20 282 A1 

Int. CI B : C12N 6/10 

Offenlegungstag: 3.Januar1991 



Fi g . 1/1 

GAATTCTCTGGACTGAGGCTCCAGTTCTGGCCTTTGGGG 

TTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAACCCTCAACTGTC 

ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCCCCAGCACTGCC 

*** 

GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT GGC 

SI S5 S10 S15 

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 
ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC 
216 225 234 243 252 

S20 S25 S29 1 

Leu Glu Leu Leu Val Gly lie Tyr Pro Ser Gly Val lie Gly Leu 
CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG 
261 270 279 288 297 

5 10 15 

Val Pro His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro 
GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC 
306 315 324 333 342 

20 25 30 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 

CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 

351 360 369 378 387 

35 40 45 

Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro 

AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 

396 405 414 423 432 

50 55 60 

Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC 
441 450 459 468 477 

65 70 75 

Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys 

GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC 

486 495 504 513 522 

80 85 90 

Arg Lys Glu Met Gly Gin Val Glu He Ser Ser Cys Thr Val Asp 
CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
531 540 549 558 567 

95 100 105 

Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT 
576 585 594 603 612 

110 115 120 

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gin Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu 

TGG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC 

621 630 639 648 657 
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Fi g . 1/2 



125 130 135 

Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 

AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 

666 675 684 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Val 
TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu Cys 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 
756 765 774 783 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 
CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 
801 810 819 828 837 

185 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val lie Phe Phe Gly Leu Cys Leu Leu 

ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 

846 855 864 873 882 

200 205 210 

Ser Leu Leu Phe lie Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 

TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 

891 900 909 918 927 

215 220 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser lie Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 

GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 

981 990 999 1008 1017 

245 250 255 

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe 

CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 
1026 1035 1044 1053 1062 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 
AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 
1116 1125 1134 1143 1152 
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' . 290 295 300 

Pro ProTyr Gin Gly Ala Asp Pro lie Leu Ala Thr Ala Leu Ala 
CC?A CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 
1^61 * 1170 1179 1188 1197 

305 310 315 

Ser' Asp Pro lie Pro Asn Pro Leu Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 

v, TGC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 
~r 1206 1215 1224 1233 1242 

320 325 330 

His Lys Pro Gin Ser Leu Asp Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 
CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
1251 1260 1269 1278 1287 

335 340 
Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro Leu Arg Trp 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AA GGAATTC 
1296 1305 1314 1323 1332 
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